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研究成果の概要（和文）：敗血症は全身性炎症反応症候群であり、高率で死に至る重篤な疾患である。現在効果的な治
療法はなく、発症メカニズム解明と新規治療法確立が急務となっている。我々はこれまでに、血管内皮細胞特異的受容
体Robo4のノックアウトが、敗血症下のマウスの生存率を上昇させることを見出している。本研究ではこのメカニズム
についての解析を行い、Robo4の発現抑制が、血管内皮細胞からのIL-6をはじめとする炎症性サイトカインの産生を抑
制し、敗血症における炎症を抑制することを明らかにした。また、敗血症治療薬開発に向け、Robo4結合抗体およびRob
o4発現抑制アンチセンス核酸を作製した。

研究成果の概要（英文）：Roundabout 4 (Robo4) is a transmembrane receptor that is specifically expressed 
in endothelial cells. We have preciously found that Robo4-deficient mice in sepsis showed improved 
survival rates after LPS injection. However, the mechanism was not well understood. In this study, we 
found that the depletion of Robo4 inhibits production of inflammatory cytokines, including IL-6, from 
endothelial cells and alleviates the sepsis phenotype. To establish a new anti-sepsis strategy by 
targeting Robo4, we generated antibodies against Robo4 and anti-sense oligonucleotides that inhibit 
expression of Robo4.
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１．研究開始当初の背景 
 
 敗血症は全身性炎症反応症候群である。細
菌などの感染が局所で抑えられず全身に波
及してしまうこの疾患においては、白血球の
異常活性化により炎症性サイトカインが血
中に大量放出される（サイトカインストー
ム）。この結果、無治療状態ではショック、
血栓形成、多臓器不全などが誘導され、患者
は高率で死に至る。現在、世界的治療ガイド
ライン（Surviving sepsis campaign guideline）
が策定され、抗生物質やステロイドを用いた
免疫細胞活性化を抑制する治療が提唱され
ているが、必ずしも効果的ではない。このた
め敗血症発症メカニズムの詳細解明と、その
病態を効果的に抑制する新規治療戦略の開
発が急務となっている。 
 我々は、血管内皮細胞に特異的に発現する
レセプターRobo4に着目した研究において、
Robo4ノックアウトマウスが敗血症に優位な
抵抗性を示すという興味深い知見を見出し
た。具体的には、2種の敗血症モデルに対し、
Robo4ノックアウトマウスが野生型より高い
生存率を示すことを発見し、Robo4が敗血症
発症に寄与することが示唆された。 
 
２．研究の目的 
(1) Robo4 ノックアウトマウスが敗血症に高
い抵抗性を示すメカニズムを解明する。敗血
症下のRobo4ノックアウトマウスにおいては、
VEGFや IL-6などの炎症性サイトカインの過
剰産生が抑制されている。この結果から、
Robo4のノックアウトはサイトカインストー
ムの抑制を介して敗血症抵抗性を誘導する
ことが示唆された。そこで、血管内皮細胞に
おけるRobo4のノックアウトが炎症性サイト
カイン産生および、内皮細胞の炎症応答に与
える影響について解析を行う。 
 
(2) Robo4 のノックアウトはマウスの敗血症
抵抗性を高める。このことは、Robo4の発現・
機能抑制が、敗血症治療の新戦略となる可能
性を示している。そこで、本戦略による敗血
症治療戦略の可能性を検証するために、
Robo4結合抗体、および Robo4発現抑制核酸
の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) Robo4 ノックアウトがサイトカインスト
ームを抑制するメカニズムを解析するため、
IL-6過剰産生抑制のメカニズムの解明を行っ
た。IL-6は内皮細胞やマクロファージなどの
細胞で産生されるため、Robo4が内皮細胞か
らの IL-6 産生に与える影響について検討を
行った。ヒト内皮細胞（HUVEC）に Robo4 
siRNAを導入後、LPSを 4時間処理し、IL-6
の mRNA 発現量とタンパク質分泌量をリア
ルタイムRT-PCRおよび ELISAにより解析し
た。また、Robo4ノックダウンが内皮細胞の
他の炎症応答因子に与える影響についても

リアルタイム RT-PCRにより解析した。 
 
 (2) Robo4結合抗体と Robo4発現抑制核酸の
開発を行った。Robo4結合抗体については、
ファージディスプレイ法を用いて連携研究
者により作製された 2種の抗体、および 3種
の市販抗体を準備し、これらが LPS刺激下の
内皮細胞における IL-6 産生に影響を与える
かを評価した。 
 また、Robo4発現抑制核酸については、マ
ウス Robo4 siRNAおよび Robo4 mRNAに結
合し翻訳阻害する人工核酸 Bridged nucleic 
acid （BNA）を含む 10 種のアンチセンス核
酸（AS1～AS10）を合成し、Robo4発現抑制
効果の高い核酸を選別した。得られた核酸を
マウスに投与し、in vivoでの Robo4発現抑制
効果を検証した。 
 
４．研究成果 
(1) Robo4 をノックダウンが内皮細胞からの
IL-6産生に与える影響を解析した。ヒト内皮
細胞（HUVEC）に Robo4 siRNAを導入した
ところ、LPSが誘導する IL-6 mRNA産生増加
が顕著に抑制された（図１）。また ELISA を
用いた分泌 IL-6量の解析においても、同様の
抑制効果がみられた。これらの結果から、
Robo4ノックアウトマウスにおける IL-6過剰
産生抑制の一つのメカニズムが、内皮細胞か
らの IL-6 産生抑制であることが明らかにな
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 LPS 刺激した Robo4 ノックダウン内皮細胞における炎

症関連遺伝子のmRNA 発現量 （*p<0.05 vs. si-Control） 

 
 また、IL-6以外の炎症応答遺伝子について
も発現量の解析を行ったところ、Robo4のノ
ックダウンは、必ずしもすべての炎症応答遺



伝子発現を抑制せず、一部の遺伝子の発現を
増加させた。（図１）本結果から、Robo4のノ
ックダウンは内皮細胞の炎症応答を完全に
抑制するわけではなく、IL-6、IL-8 など一部
の炎症応答遺伝子の発現のみ抑制すること
が示された。 
 
(2) Robo4に結合する 5種の抗体を準備し、こ
れらが炎症下の内皮細胞における IL-6 産生
に与える影響を解析した。LPS で処理した
HUVECにおける IL-6産生量に各抗体が与え
る影響を評価したところ、全ての抗体は IL-6
産生に影響を与えなかった。この結果から今
回準備した抗体は、炎症下の内皮細胞からの
IL-6産生を抑制する効果を持たないことが示
された。 
 次に、Robo4発現抑制核酸として in vivoで
Robo4発現を効率的に抑制する siRNAの選別
を行った。まず、マウス Robo4を抑制する可
能性のある 4種の siRNAを、マウス内皮細胞
株MS1細胞に導入した。その結果、4種すべ
ての siRNAが、Robo4 mRNA発現を 80%以上
抑制した。そこで、この siRNAの in vivoに
おける Robo4抑制効果を検証するために、最
も抑制効果の高かったRobo4 siRNAをマウス
に投与した。その結果、肺血管における Robo4 
mRNAの発現は、投与 6時間後には抑制され
ていたものの、24時間後には投与前と同レベ
ルにまで回復していた（図 2）。これらの結果
から、siRNAで Robo4発現を抑制できるもの
の、長時間の抑制は難しいことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2  siRNA投与6時間後、24時間後のマウスの各臓器で

の Robo4 mRNA 量の解析 （*p<0.05 vs. Control） 

 
 そこで長時間のRobo4発現抑制効果を持つ
核酸の開発を目的とし、酵素耐性と抑制効果
にすぐれた人工核酸 BNAを含む 10種のアン
チセンス核酸を設計、合成した。得られた核
酸をヒトおよびマウス内皮細胞（HUVEC、
MS-1 細胞）導入しその機能を評価したとこ
ろ、AS-10が両細胞における Robo4発現を抑
制することが明らかになった。さらに AS-10

のマウスへの投与は、肺における Robo4発現
を投与 24 時間後まで持続的に抑制する傾向
がみられた。これらの結果から、Robo4発現
抑制による新規敗血症治療戦略確立のため
の候補分子としてAS-10を同定することがで
きた。 
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